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であり（図 1）抗菌、抗カビ、抗炎症作用に加えて、強力な抗 HIV 活性（H9 細胞感染時 EC50 15 nM）
を示すことが証明され、医薬資源として注目を集めてきた。 







経路の最終ステップを担う DCA 生合成酵素の単離およびその機能解析を行うことで、DCA 生合成
メカニズムの解明を目的とした。 
 
第一章 植物体からの酵素活性の検出および性質 1) 
 生合成研究を行うにあたり、初めに植物におけるメロテルペノイドの組織分布について検討した。
即ち若葉、成熟葉、若枝、花および根からメタノールエキスを調製し、HPLC により分析した。そ
の結果、DCA および grifolic acid などのメロテルペノイドは本植物の若葉に最も多く含まれている
ことが判明した。 
次に若葉より調製した細胞抽出液について、可溶性画分と膜画分とに分画した粗酵素を調製し、
アッセイ行った。その結果、可溶性画分に grifolic acid の farnesyl 基を酸化閉環することにより DCA
を生成する酵素の活性を検出し、本酵素を DCA synthase と命名した。一方、膜画分を用いた反応で
は酵素活性は検出されなかったことから、DCA synthase は可溶性酵素であることが明らかとなった。 
次いで酵素反応の立体選択性を調べるために、酵素反応により生成した DCA をキラル HPLC に
より分析した。この結果、DCA synthaseは (+)-DCA と(-)-DCA を約 95 : 5 のエナンチオ選択比（~90 % 
ee）で合成しており、天然物として報告された (+) 体を優先的に合成することを確認した。さらに
各種 pH のバッファーを用いて酵素反応の至適 pH を検討したところ、本酵素は pH 6 付近で最大
活性を示すことを確認した。天然物の farnesyl 基を閉環する酵素として、farnesyl pyrophosphate の
閉環を触媒する一連の酵素（sesquiterpene cyclase）が知られており、これらの酵素による閉環反応




synthase はメロテルペノイドの farnesyl 基を酸化閉環する初めての植物酵素として興味深く、本酵
素の遺伝子をクローン化し、構造機能に関しさらに詳細な知見を得る必要があると考えた。 
 
第二章 DCA synthase の cDNA クローニングと構造機能解析 2) 
DCA synthase が触媒する酵素反応の諸性質は大麻のカンナビノイド合成酵素と類似していた。カ
ンナビノイド合成酵素についてはこれまでに tetrahydrocannabinolic acid synthaseおよび cannabidiolic 
acid synthase の遺伝子がクローン化され、その全一次構造が解明されており、それらはいずれも FAD
と結合した oxidase であることが確認されている。そこで私は DCA synthase が FAD oxidase である
可能性を考え、エゾムラサキツツジ若葉のトランスクリプトームデータから、本植物で発現してい
る FAD oxidase をセレクトし、次いで得られた cDNA を酵母 Pichia pastoris に導入し、組換え酵素
を発現して酵素活性を測定することにより、DCA synthase をコードする遺伝子を確定した。DCA 
synthase は 533 アミノ酸からなり、カンナビノイド合成酵素に加えて、イソキノリンアルカロイド
生合成経路で機能する berberin bridge enzyme やビンカアルカロイド生合成経路の precondylocarpine 
acetate synthase とアミノ酸レベルで約 40%が一致しており、高いホモロジーを有することを確認し
た。また酵母で発現した組換え酵素は細胞外に分泌されたが、PSORT 解析により本酵素の N 末端
には 24 アミノ酸のシグナルペプチドの存在が示唆された。 
次いで酵母の培養上清より、hydroxylapatite および CM-Toyopearl クロマトグラフィーにより組換
え酵素を精製した。得られた組換え酵素の N 末端アミノ酸配列分析の結果、分泌シグナルが適切に
切断され成熟タンパク質として培地中に分泌されていることを確認した。また精製酵素は 380 nm
および 450 nm に極大吸収を示したことから、FAD と結合していることが示唆された。さらに DCA 
synthase の分子モデリングから、既知 FAD oxidase において FAD との共有結合形成に関与する His
および Cys が本酵素においても適切な位置に保存されていることを確認した。以上のことから、
DCA synthase は大麻のカンナビノイド合成酵素に類似した FAD oxidase であると考えられた。植物
の FAD oxidase は多様な代謝酵素を含んでいるが、メロテルペノイドの生合成に関与するものは稀
であり、また DCA synthase は farnesyl 基を酸化閉環する初めての FAD oxidase である。 
次いで組換え酵素を用いた生化学的解析の結果、本酵素は FAD および分子状酸素に依存したメ
カニズムで酸化閉環反応を触媒することを証明し（図 2）、また基質特異性に関しては farnesyl 基（C15）
を有する grifolic acid に最も高い活性を示す一方、イソプレノイド部分が geranyl 基（C10）および
geranylgeranyl 基（C20）の基質アナログに対しても弱いながら活性を示し、各々に対応する DCA ア
ナログを合成することを確認した。本酵素が in vitro で生成した DCA アナログがエゾムラサキツツ
ジに存在するか確認するため、若葉エキスを LC-ESI-MS で詳細に分析した結果、これら DCA アナ
ログおよびその前駆体を本植物の微量成分として同定し、本植物がパラレルな経路により異なるイ
ソプレノイド鎖長のメロテルペノイドを生産することを明らかにした。なおイソプレノイド部分が
diterpene の diterpenodaurichromenic acid は過去に報告のない新規化合物であった。このように複数
のプレニル基質を酸化閉環する FAD oxidase は DCA synthase が初めてである（表 1）。 
 




認した。さらに鱗片を単離し、メタノールエキスの TLC 分析を行った結果、蛍光成分は DCA であ
ることを確認した。 








一方で、エゾムラサキツツジの培養細胞を DCA および grifolic acid で処理することにより、本培
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図 2. DCA 生合成メカニズム 
DCA は FAD および分子状酸素に依存した機構により生成する。Base は酵素の塩基性残基を示
している。 
表 1. 組換え DCA synthase の基質特異性 
Data are means ± SD of triplicate measurements. a The absolute configuration of these products was not determined. 










White bars = 100 µm 
Yellow bars = 10 µm 
 
 
図 4. DCA および grifolic acid によるエゾムラサキツツジ培養細胞への細胞死誘導 
    エゾムラサキツツジ培養細胞に 100 µM の DCA あるいは grifolic acid を添加後、24 時間インキ
ュベートし、トリパンブルーで染色した。挿入画像は、4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
で染色した核の蛍光検出である。 
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